

PC ' 9^^^' ' WELTfoRGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

■ *• ^ Internationales Buro . 

INTERNA'nONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG UBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



B4 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 

C12Q 1/68, C12N 15/70 



Al 



(11) Internationale VerofTentlichungsnummer: WO 99/25869 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



27. Mai 1999 (27.05.99) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/EP98/07397 

18. November 1998 
(18.11.98) 



(30) Prioritatsdaten: 

197 51 242.9 



19. November 1997 (19.1 1.97) DE 



(71) A nm elder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

PHARMA-ZENTRALE GMBH [DE/DE]; Loerfeld- 
strasse 20, D-58313 Herdecke (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erlinder/Anmelder (nur fur US): MALINKA, Jiirgen 
[DE/DE]; Paulswiese 11, D-59379 Selm (DE). HACKER, 
J org [DE/DE]; Edith-Stein-Strasse 6, D-97218 Gerbmnn 
(DE). BLUM-OEHLER, Gabriele [DE/DE]; Goethes- 
trasse 3, D-97072 WUrzburg (DE), SONNENBORN, 
Ulrich [DE/DE]; Eichenweg 6, D-44799 Bochum (DE). 
SCHULZE, Jurgen [DE/DE]; Alice-Bloch-Strasse 7, 
EM4558 ^ergholz-Rehbrucke (DE). PROPPERT, Hans 
[DE/DE]; Rosenstrasse 102, D-58095 Hagen (DE). 

(74)Anwalt: HARMSEN & UTESCHER; Adenauerallee 28, 
D-20097 Hamburg (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: CZ, EE, HU, JP, LT, LV, NO, PL, US, 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist; Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: DNA SEQUENCES OF GENES FROM FIMBRIAE D' ESCHERICHIA COLI STRAIN DSM 6601 

(54) Bezeichnung: DNA-SEQUENZEN AUS FIMBRIENGENEN DES ESCHERICHIA COL/-STAMMS DSM 6601 

(57) Abstract 

The invention relates to DNA sequences with nucleotide sequences represented in figures 1 and 2, and to the use thereof. 
(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen mit den in den Abbildungen 1 und 2 dargestellten Nukleotidfolgen und deren Venvendung. 



LEDIGL1CH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifiziening von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT verflffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


FI 


Finn land 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Letlland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vercinigtes KOnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgicn 


GN 


Guinea 


MK 


Die chemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


Tttrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kan ad a 


IT 


It alien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz. 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN . 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'lvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






CZ 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dane mark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







WO 99/25869 PCT7EP98/07397 



DNA-SEOUENZEN AUS FIMBRIENGENEN DES ESCHERICHIA COLI-STAMMS DSM 6601 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen aus den Fimbriengenclustern von 
Escherichia coli Stamrn DSM 6601 . 

5 

Escherichia coli ist ein gramnegatives Bakterium, das in der menschlichen 
und tierischen Darmflora, aber auch extraintestinal vorkommt. E. coli tritt in 
zahlreichen Varianten auf, die sich hinsichtlich der Kapselantigene, Ober- 
flachenantigene und Flagellenantigene unterscheiden und daher in zahl- 

10 reiche serologische Typen unterteilt werden konnen. Die Einordnung nach 
den Serotypen laftt allerdings keine Aussage uber die unterschiedliche Viru- 
lenz der Keime zu. Vertreter ein- und desselben Serotyps konnen sowohl im 
menschlichen als auch im tierischen Korper ein unterschiedliches Pathogeni- 
tatspotential besitzen, das im Extremfall von avirulent bis hochgradig patho- 

15 gen reichen kann. Der E.-coli-Stamm DSM 6601 gehort zu der Serogruppe 
06:K5 und wird als nicht human- oder tierpathogen bewertet. 

Dieser Stamm besitzt zwei chromosomal kodierte Fimbriengencluster, nam- 
lich ein Typ I {fim)- bzw. F1C (focj-Gencluster. Es ist bekannt, daB die Fim- 
20 brien dieses Stammes ein Adhasin tragen. Adhasine sind Strukturen, die bei 
der Anheftung des bakteriellen Organismus an andere Zellen eine wichtige 

k 

Rolle spielen. 

Fimbriengene finden hauptsachlich Anwendung in der Analytik und 
25 Diagnostik. Anwendungsmoglichkeiten sind aber auch in der Medizin und 
Ernahrungsphysiologie bzw. in der Biotechnik gegeben. 
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Fimbriengene bzw. deren Hauptuntereinheiten konnen so z.B. zur 
Charakterisierung eines bestimmten Stammes herangezogen werden, so dafc 
ein Bedarf nach weiteren Untersuchungen uber die Sequenz dieser Gene 
gegeben ist. 

5 

Erfindungsgemafc wurden jetzt Untersuchungen mit dem E.-coli-Stamm DSM 
6601 durchgefuhrt und die enthaltenen DNA-Sequenzen der Fimbrien- 
hauptuntereinheiten f/mA (Abb. 1) und fccA ( Abb. 2 ) genauer analysiert. Die 
von dem Stamm erhaltenen DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe von 

10 Datenbankprogrammen einer DNA-Sequenzanalyse unterzogen und mit den 
DNA-Sequenzen bekannter Stamme verglichen. Wahrend bei den 
Hauptuntereinheiten focA des Stammes DSM 6601 im Vergleich zum Stamm 
AD 110 Abweichungen an einer Stelle der DNA-Sequenz festzustellen 
waren, sind in der DNA-Sequenz des f/mA-Gens des Stammes DSM 6601 

15 zum Vergleichsstamm HB 101 Abweichungen an mehreren Stellen zu 
finden, wie Abb. 1 und 2 zeigen: 

Zur Analyse der beiden Fimbrienhauptuntereinheiten fimA und focA des 
Stammes DSM 6601 - und der Vergleichsstamme AD 110 und HB 101 - 
20 wurden die entsprechenden DNA-Fragmente zunachst mit Hilfe von PCR- 
Reaktionen aus dem Chromosom der Stamme angereichert. 

Die Erfindung wird nunmehr anhand der Beispiele naher erlautert: 

25 Peispiel L 

Anreicherung des f/mA-Gens aus den Stammen DSM 6601 und HB 101 
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Folgende Primerpaare wurden fur diese PCR-Reaktion verwendet: 
fimA1 : 5' -GTG TAC AG A ACG ACT GCC-3' 
fimA2: 5' -GTA ATG ACG TCC CTG AAC-3' 

5 Bedingungen fur die PCR: Schritt 1 : 3 min bei 95° C denaturieren 

Schritt 2: 45 sec 95° C 
Schritt 3: 45 sec 53° C 
Schritt 4: 45 sec 72° C 
Schritt 5: 5 min bei 72° C 

10 

Die Schritte 2 - 4 wurden 30mal wiederholt. 

Beispjel 2; 

Anreicherung des focA-Gens aus den Stammen DSM 6601 und AD 1 10 

15 

Folgende Primerpaare wurden fur diese PCR-Reaktion verwendet: 
focA1 : 5' -CTC ACA TTG CAT TTA TGA AG-3' 
focA2: 5'-GGT ATA TAT CCG TTA CAC TG-3' 

20 Bedingungen fur die PCR: Schritt! : 3 min bei 95° C denaturieren 

Schritt 2: 45 sec 95° C 
Schritt 3: 45 sec 51° C 
Schritt 4: 45 sec 72° C 
Schritt 5: 5 min bei 72° C 

25 

Die Schritte 2 - 4 wurden 30mal wiederholt. 
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Rpispiel 3: 

Klonierung und Plasmidisolierung 

Die in Beispiel 1 und 2 erhaltenen PCR-Produkte werden in Anlehnung an 
5 das Verfahren von Sambrook et al. (Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, 
T., Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 
second edition (1989), Cloning, Transformation: 1.53 - 1.84; PCR: 14.00 - 
14.35) in den Vektor pUC 18 kloniert und die resultierende Plasmid-DNA in 
den E.-coli-K12-Stamm DH5a transformiert. 

10 

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt in Anlehnung an das Verfahren von 
Birnboim et al. (Birnboim, A.C. and Doly, J. (1979) Nucl. Acids Res. 7:1513- 
1523. A rapid alkaline extraction procedure for screening recombinant 
plasmid DNA). 

15 

3 ml LB-Medium werden mit einer Bakterienkolonie beimpft und uber Nacht 
bei 37° C geschuttelt. Diese Kultur wird in einem Eppendorfgefafc abzentri- 
fugiert, der Medienruckstand wird mit einer Pipette entfernt. Das Zellsedi- 
ment wird mit 100 /j\ Losung I (50 mM Glukose; 10 mM EDTA, pH 8; 25 

20 mM Tris-HCI, pH 8) resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtempe- 
ratur gibt man 200 /j\ Losung II (0,2 N NaOH; 1 % SDS) dazu, mischt bis 
zum Aufklaren und lalst das EppendorfgefaG weitere 5 min auf Eis stehen. 
Dann fugt man 150 y\ Losung III (3 M Na-Acetat, pH 4,8) hinzu, schuttelt 
kurz bis die chromosomale DNA flockig ausfallt und belaSt den Ansatz 

25 nochmals 5 min auf Eis. Die ausgefallte chromosomale DNA und die 
Zellreste werden 5 min in der Zentrifuge pelletiert und der Uberstand mit der 
Plasmid-DNA wird in ein neues Gefafc uberfuhrt. Zur Reinigung der Plasmid- 
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DNA werden 50 jj\ Phenol und 150 /j\ Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) 
zugegeben und nach kurzem Schutteln 2 min abzentrifugiert. Die waftrige 
Phase wird in ein neues Gefaft pipettiert. Die Plasmid-DNA wird mit 2 
Volumina eiskattem Ethanol ausgefallt und 10 min abzentrifugiert. Das Pellet 
5 wird mit 70 % Ethanol gewaschen und in der Speedvac getrocknet. Die 
Plasmid-DNA wird in 20 jj\ H 2 O bidest resuspendiert und bei -20°C aufbe- 
wahrt. 

Beispiel 4: 
10 DNA-Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte in Anlehnung an das Verfahren von Sanger 
et al. (Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A.R. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 74: 5463-5467. DNA sequencing with chain terminating inhibitors). 

15 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem T7-Sequenzier-Kit der Firma 
Phamacia-LKB. 

Fur den Denaturierungsschritt werden 8 jj\ (1,5 bis 2 //g) Plasmid-DNA 
20 mit 2 /j\ 2 N NaOH gemischt, kurz abzentrifugiert und 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wird mit 3 jj\ 3 M Na-Acetat, pH 
4,8 sowie 7 //I H 2 O bjde st und 60 fj\ eiskaltem Ethanol absoiut 1 5 min bei -70° 
C gefallt. Die gefallte DNA wird 10 min abzentrifugiert, mit 70 % Etha- 
nol gewaschen und getrocknet. 

25 

Fur die Annealing-Reaktion wird die denaturierte DNA in 10 //I H 2 O bidest 
suspendiert und mit 2 fj\ Annealing-Puffer und 2 //I Primer (40 ng) ge- 
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mischt. Der Ansatz wird 20 min bei 37° C inkubiert, so daS eine Bin- 
dung des Primers an die Template-DNA erfolgen kann. Der Reaktionsan- 
satz wird 10 min bei Raumtemperatur abgekuhlt und dann entweder 
sofort fur die Labelling-Reaktion verwendet oder bei -20° C eingefroren. 

5 Fur die Labelling-Reaktion werden 3 //I Label ling-Mix, 1 fj\ [ct- 32 P]dATP 

und 2 y\ T7-Polymerase (die T7-Polymerase wurde 1:5 mit Enzymver- 
dunnungspuffer verdunnt) in den Annealing-Reaktionsansatz einpipettiert 
und nach kurzem Mischen 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wah- 
renddessen werden die fur die Terminationsreaktion bereits vorbereite- 

10 ten Sequenziermixe (je 1 Gefaft mit 2,5 fj\ 'G'-, 'A'-, 'T'- und 'C'-Mix 

„short") bei 37° C vorgewarmt. Nach Ablauf der Labelling-Reaktion 
werden jeweils 4 jj\ davon zu den vier Sequenziermixen zugegeben und 
kurz mit der Pipette gemischt. Die Terminationsreaktionen werden 5 min 
bei 37° C inkubiert. Zum Beenden der Terminationsreaktionen werden 

15 je 5 fj\ Stop-Losung zugegeben. Die Ansatze werden nun in einen Inku- 

bator mit 95° C uberfuhrt, 2 min denaturiert und dann auf Eis gestellt. Je 
2,5 p\ der Reaktionen werden auf ein Sequenziergel [25,2 g Harnstoff, 
22 ml H 2 O bidest , 6 ml 1 0x TBE, 10 ml Polyacrylamid (40 %), 2 ml 
Ammoniumpersulfat (16 mg/ml), 60 fj\ TEMED] in der Reihenfolge 'G', 

20 'A', T, 'C aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 40 Watt und 

1500 Volt fur 4,5 h. 



Diese DNA-Sequenzen konnen auch in an sich bekannter Weise synthetisch 
25 hergestellt und bestimmte Sequenzabschnitte als Primer verwendet werden, 
womit dann eine Identifizierung von E.-coli-Stamm DSM 6601 einwandfrei 
ermoglicht wird. Es besteht aber auch die Moglichkeit, die entsprechenden 
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DNA-Sequenzen dieses Stammes gentechnologisch in andere E.-coli-Stamme 
einzubringen, urn damit z.B. das Verhalten bei der Anheftung der Zellen zu 
modifizieren und damit die Kolonisationseigenschaften anderer Stamme zu 
beeinflussen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
ALLGEMEINE ANGABEN 

ANMELDER: PHARMA-ZENTRALE GMBH 

LOERFELDSTRASSE 20 
58313 HERDECKE 

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 



DNA-SEQUENZEN AUS FIMBRIENGENEN VON 
ESCHERICHIA COLI STAMM DSM 6601 

ANZAHL DER SEQUENZEN : 2 



BEZEICHNUNG DER 
ERFINDUNG: 



COMPUTERLESBARE FASSUNG: 



DATENTRAGER DISKETTE 

COMPUTER IBM COMPATIBEL 

BETRIEBSYSTEM WINDOWS 95 

SOFTWARE MICROSOFT WORD 6.0 



DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG 



ANMELDENUMMER 
ANMELDETAG 



ANGABEN ZUM VERTRETER 

NAME 

VERTRETERNUMMER 
AKTENZEICHEN 
TELEFON 
TELEFAX 

ANGABEN ZU SEQ ID NO: 
SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 



DRES. HARMSEN & UTESCHER 

268569 

PT 19/97 

040-249757 

040-2803672 

fimadsm 



LANGE 
ART 

STRANGFORM 
TOPOLOGIE 



549 BASENPAARE 
DNA 

DOPPELSTRANG 
LINEAR 



URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 



ORGANISMUS 

STAMM 

ZELLTYP 

ANGABEN ZU PUBLIKATIONEN: 



ESCHERICHIA COLI 
DSM 6601 

EINZELLIGER ORGANISMUS 



AUTOREN 
TITEL 

ZEITSCHRIFT 



KLEMM, P. 

The fimA gene encoding the type 1 fimbrial subunit of 
Escherichia coli 
EUR. J., BIOCHEM. 
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BAND 143 (2) 

SEITEN 395-399 

DATUM 1984 

SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID NO: fimadsm 



1 ATGAAAATTA AAACTCTGGC AATCGTTGCT CTGTCGGCTC . TGTCCCTCAG 

51 TTCCGCAGCG GCTCTGGCCG ATACTACGAC GGTAAATGGT GGGGCCGTTC 

101 ACTTTAAAGG GGAAGTTGTT AACGCCGCTT GCGCAGTTGA TGCAGGCTCT 

151 GTTGATCAAA CCGTTCAGTT AGGCCAGGTT CGTACCGCTA GCCTGAAGCA 

2 01 GGAAGGAGCA ACCAGCTCTG CCGTTGGTTT TAACATTCAG GTGAATGATT 

2 51 GCGATACCAC TGTTGCCACA AAAGCTGCTG TTGCCTTCTT AGGTACGGCA 

3 01 ATTGATGCTA CCGATACTGA TGTACTGGCT CTGCAGAGTT CAGCTGCGGG 
351 TAGCGCAACA AACGTTGGTG TGCAGATCCT GGACAGAACG GGTGCTGCGC 

4 01 TGACGCTGGA CGGTGCGACA TTTAGTTCAG AAACAACCCT GAATAACGGA 
451 ACCAATACCA TTCCGTTCCA GGCGCGTTAT TTTGCAACCG GTGCCGCAAC 
501 CCCGGGTGCT GCTAATGCGG ATGCGACCTT CAAGGTTCAG TATCAATAA 



( 
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SEQUENZPROTOKOLL 



ALLGEMEINE ANGABEN 



ANMELDER: 



PHARMA-ZENTRALE GMBH 
LOERFELDSTRASSE 20 
58313 HERDECKE 

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 



BEZEICHNUNG DER 
ERFINDUNG: 



DNA-SEQUENZEN AUS FIMBRIENGENEN VON 
ESCHERICHIA COLI STAMM DSM 6601 



ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 



COMPUTERLESBARE FASSUNG: 



DATENTRAGER 
COMPUTER 
BETRIEBSYSTEM 
SOFTWARE 



DISKETTE 
IBM COMPATIBEL 
WINDOWS 95 
MICROSOFT WORD 6.0 



DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG 

ANMELDENUMMER 
ANMELDETAG 

ANGABEN ZUM VERTRETER 



NAME 

VERTRETERNUMMER 
AKTENZEICHEN 
TELEFON 
TELEFAX 



DRES. HARMSEN & UTESCHER 

268569 

PT 19/97 

040-249757 

040-2803672 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 
SEQUENZCHARAKTERISTIKA 



focadsm 



LANGE 
ART 

STRANGFORM 
TOPOLOGIE 



543 BASENPAARE 
DNA 

DOPPELSTRANG 
LINEAR 



URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 



ORGANISMUS 

STAMM 

ZELLTYP 



ESCHERICHIA COLI 
DSM 6601 

EINZELLIGER ORGANISMUS 



SEQUENZBESCHREIBUNG 



SEQ ID NO: focadsm 
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1 atgaagttaa aattcatctc catggctgta ttttcagctc tgaccctggg 

51 tgttgcgaca aatgcgtctg ctgtcaccac ggttaggtgt ggtacagttc 

101 attttaaggg tgaagtggtt aatgctgcat gtgctgtaaa cactaactca 

151 ttcgatcaga cggttaatct tggacaggtt cgttccgaaa gattgaaagt 

201 agatggagct aaaagcaatc cagttggatt tacaattgaa ttaaatgatt 

251 gtgactcgca ggtgtctgct ggtgcaggaa ttgtcttttc. aggcccagca 

3 01 gttactggta aaacagatgt tcttgcttta caaagttctg cagcgggttc 

3 51 tgcaacaaac ttcggcgttc agattactga ccataggccg aaggttgtac 

4 01 ctttagatgg aactgcaagc tcaacgttta cattaactga cggaaccaac 
451 aaaattccat ttcaggcggt ttactacgca actggacagg ccactgctgg 
501 tattgccaac gccgacgcca cctttaaagt tcagtaccag taa 
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Patentanspriiche 

1. DNA-Sequenzen mit oder aus der in Abbildung 1 dargestellten 
Nukleotidfolge. 

2. DNA-Sequenzen mit oder aus der in Abbildung 2 dargestellten 
Nukleotidfolge. 

3. Verwendung der DNA-Sequenzen nach Anspruch 1 oder 2 in der 
mikrobiologischen Analytik und/oder Diagnostik. 

4. Verwendung der DNA-Sequenzen nach Anspruch 1 oder 2 zu medizi- 
nischen und/oder ernahrungsphysiologischen bzw. probiotischen 
Zwecken. 



5 



Verwendung der DNA-Sequenzen nach Anspruch 1 oder 2 in der Bio- 
technik, insbesondere als Expressionsvektoren. 
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DSM 1 ATGA 4 

6601 UN 
HB101 551 GACTGCCCATGTCGATTTAGAAATAGTTTTTTGAAAGGAAAGCAGCATGA 600 

• • • * » 

5 AAATTAAAACTCTGGCAATCGTTGCTCTGTCGGCTCTGTCCCTCAGTTCC 54 

I I M i 1 1 M 1 1 1 1 M i ! 1 1 1 i ! 11 1 1 1 1 1 ! 1 1 1 1 1 1 1 1 II 1 1 1 1 1 1 M 

601 AAATTAAAACTCTGGCAATCGTTGTTCTGTCGGCTCTGTCCCTCAGTTCT 650 

• a a a • 

5 5 GCAGCGGCTCTGGCCG [ ATACTACGACGGT AAATGGT ] GGGGCCGTTCACTT1 04 

IIIMIillllllll I I MINIM MIMM IN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 5 1 ACAGCGGCTCTGGCCG CTGCCACGACGGTTAATGGT GGG AC CGTTCACTT7 00 

• ■ • > ■ • 

105 TAAAGGGGAAGTTGTTAACGCCGCTTGCGCAGTTGATGCAGGCTCTGTTG 154 

IIIIIIIIIIIII III III I II I II I MM I Illl II III Illl I II 1 1 J 

701 TAAAGGGGAAGTTGTTAACGCCGCTTGCGCAGTTGATGCAGGCTCTGTTG 750 

> • • • • 

155 ATCAAACCGTTCAGTTAGGCCAGGTTCGTACCGCTAGCCTGAAGCAGGAA 204 

MIIMMMMMIMM III I MINIMI III MINI 

751 ATCAAACCGTTCAGTTAGGACAGGTTCGTACCGCATCGCTGGCACAGGAA 800 

• • a • • 

205 GGAGCAACCAGCTCTGCCGTTGGTTTTAACATTCAGGTGAATGATTGCGA 254 

IMIMMIM Mill II IIIIIIIIIIIIIII MIMIMMIM 

8 01 GGAGCAACCAGTTCTGCTGTCGGTTTTAACATTCAGCTGAATGATTGCGA 850 

a • j a • • 

255 TACCACTGTTGCCACAAAAGCTGCTGTTGCCTTCTTAGGTACGGCAATTG 3 04 

I I I I I HUM I Mill IIIIIIIIIII IIIIIIIIIII Illl 
851 TACCAATGTTGCATCTAAAGCCGCTGTTGCCTTTTTAGGTACGGCGATTG 900 

a a a a 

3 05 [ATGCTACCGATACTGATGTA] CTGGCTCTGCAGAGTTCAGCTGCGGGTAGC3 54 

Illl Illl III MMMMIMMIMIIIMIMIIMM 

901 ATGCGGGTCATACCAACGTT CTGGCTCTGCAGAGTTCAGCTGCGGGTAGC 9 5 0 

a a • • • 

3 55 GCAACAAACGTTGGTGTGCAGATCCTGGACAGAACGGGTGCTGCGCTGGC 404 

M MMIIIMI M I Mill Illl MUM MM I IIIIIIIIIIIII I 

951 GCAACAAACGTTGGTGTGCAGATCCTGGACAGAACGGGTGCTGCGCTGAC 1000 

a • • a a 

405 GCTGGACGGTGCGACATTTAGTTCAGAAACAACCCTGAATAACGGAACCA 454 

MIMI II I II 1 1 1 1 III 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 It 1 1 1 1 II 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1001 GCTGGATGGTGCGACATTTAGTTCAGAAACAACCCTGAATAACGGAACCA 1050 

a a a a ■ 

45 5 ACACCATTCCGTTCCAGGCGCGTTATTTTGCAACCGGTGCCGCAACCCCG 504 
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